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RESUME - Les souches de Furarinin dispersées dans l'environnement en vue de la lutte 
biologique peuvent contaminer secondairement des denrées alimentaires. Or, differentes 
mycotoxines peuvent ètre élaborées par de nombreuses espèces de ce genre. La 
toxinegenese de 73 souches, isolées de differentes denrées alimentaires (cereales, fruits et 
legumes, ...) a été éprouvee in vitre, La fusarochromanone ne fut détectée dans aucune 
souche; la z@aralénone et le déoxymvalènol furent produits respectivement par 59 et 123 
% des isolats, malpre une frequence significative (14 %), le rique potenuel de contami- 
nation par les trichothécénes dermonécrosants apparail faible. Dans les cultures de 2 sou- 
ches selecuonnées pour la lutte biologique, aucune des mycotoxines recherchees ne fut 
détectée. Une telle vérification de la non-toxigenicité des souches fait intégralement parue 
de la domestication des Micromycetes. 


ABSTRACT - The spreading of Fusarium in the environment, for the biological control, 
can lead to a secondary contamination of the foadstuffs. Furthermore, many species of 
the genus Fusarium can elaborate different mycotoxins. The toximogenesis of 73 strains, 
isolated from various foodstuffs (cereals, fruits and vegetables, ..) has been tested ia vitro. 
Fusarochromanone wasn't detected in any strains; vearalenone and deoxynivalenol were 
produced respectively by 39 and 12,3 % of the isolates; despite a significative frequency 
(14 %), the potentiel hazard of contamination with the skin necrotizing trichothecenes ap- 
pears low. In the cultures of 2 strains selected for the biological control, none of those 
mycotoxins were detected. This checking study concerning the non-toxigenicity of strains 
is & required step to allow the domestication of Micromycetes, 


MOTS CLES : Fusarium, mycotoxines, lutte biologique. 


INTRODUCTION 


Parmi les différentes utilisations des Micromyceles se développant ac- 
tucllement, des expérimentations basées sur l'emploi de souches de Fusarium 
non pathogènes permettent d'envisager ce procédé comme moyen de Julte biolo- 
gique contre les fusarioses des cultures maraicheres el florales (Alabouvetle ct 
al., 1987). 


Avant de disperser de telles souches dans l'environnement, il convient de 
s'assurer non seulement qu'elles ne sont pas pathogènes pour l'homme ou tes 
animaux mais aussi qu'elles soient atoxinogenes sur les denrées alimentaires, ne- 
lamment les céréales (Le Bars, 1982), qu'etles peuvent contaminer dans un se- 
cond lemps. En effet, les espèces du genre Fusarium, largement réparties sur 
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tout le globe. sont connues pour leur capacité à infecter les produits agricoles en 
particulier les grains (Nelson et al., 1981: Booth, 1984). La plupart des espèces 
de Fusarium ont lè rapportées comme productrices de mycotoxines (Marasas 
et al., 1984; Chelkowsky, 1989), principalement la zearalenone (Mirocha et al., 
1971; Di Menna ct al., 1987), les trichothécenes non macrocycliques (Pathre & 
Mirocha, 1979; Leno, 1983: Snyder, 1986; Grove, 1988) ct plus récemment la 
fusarochromanone (Pathre et al., 1986). Plusieurs autres loxines ont éte 
caractérisées dans le genre Fusarium (Vesonder & Golinski, 1989), 


Afin de limiter de tels risques dans la perspective du developpement de 
l'emploi de souches de Fusarium pour la lutte biologique, i] a été recommandé 
par la Commission Nationale de Toxicologie que la non toxinogénicité de ces 
souches soit examinée. 


Pour effectuer le choix des toxines à rechercher, nous avons tenu comp- 
le tout d'abord des principales voies de biosynthése des mycoloxines (Steyn, 
1980) reconnues comme contaminants naturels dans différentes régions du mon- 
de, notamment en Europe (Garcis el al., 1989); d'autre part, il convenait de 
prendre en comple la mMycotoxinogéricse elective des souches de Fusarium 
isolces de grains de nos principales céréales. 


En conséquence, après avoir mis au point un protocole expérimental 
prenant en compte la diversité des conditions optimales de loxinogeneése in vitro 
et des méthodes d'analyse, nous avons examine l'aptitude de l’ensemble de ces 
souches, “domestiquees” et “sauvages”, à produire les mycotoxines relenues: 
zéaralenone, fusarochromanone, deoxynivalénol et lrichothectnes 
dermonecrosants. 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 


A. Aspects mycologiques 


Les souches de Fusarium (n = 73) provenaient de ble (38), mais (13), 
lubercules {6), fruits et légumes (5), sol (2)... La plupart nous furent données par 
l'Institut Technique des Ceréales et l’ourrages (Baziège, lte Garonne) et t’L'nité 
de Phytopathologie de | Université Catholique de Louvain; les autres furent 
isolées de mais au laboratoire. 


Les deux souches destinées à la lutie biologique étaient issues de travaux 
effectués à I'tnstitut National de Recherche Agronomique (Alabouvelle et al., 
1987) et développées par une entreprise. 


B. Epreuve de toxinogénése 


D'après l'ensemble des données bibliographiques (Eugenio et al, 1970; 
Greenhalgh ct al., 1983; Xie et al., 1989) ainsi que des essais préalablement 
effectués dans notre laboratoire sur {a zearalénone (Z), ta fusarochromanone 
(F). te déoxynivaténol (D) et les trichothécenes dermonécrosants (VD), les condi- 
tions optimales retenues pour l'épreuve de loxinogenèse furent les suivantes: 


- milicu solide granulaire: 30 g de riz (Uncle Ben's) autoclave (120°C, 10 

mn), teneur en eau = 50%, en erlenmeyers de 100 ml; 
_ ` 4 semaines d'incubation: 2 semaines à 28°C suivies d‘] semaine à 20°C 
et enfin 1 semaine a 12°C. Cette Séquence de température favorisant respec- 
Uvement la production de (D), (F) et {Z) enfin des (TD) Deux séries 
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d'erlenmeycrs furent ensemencées pour tenir compte des 2 techniques d’extrac- 
tion. 


C. Techniques analytiques 


Extraction: maccration a 20°C pendant 48 heures avec 50 mi de l’un des 
mélanges: 


- methanol - eau - ammoniaque (MeOH - 11,0 - NHOH) (90: 10: 2, > 
Fal: 
- acetonitrile - cau (GHN - H,0) (90: 10) — E2. 


Purification: 
l. Partition liquide - liquide: 


e pour la (F} (a) 14 ml F, additionné de 11 ml H,O (+ MeOH 50%), 
(b) délipidation par l'isooctane (2 # 15 ml), 
partion contre le chloroforme (CICI): 25 puis 10 mi, 
(c) déshydratation de la phase CHC), (filtre séparateur de phase 
Whatman), 
(d) concentration a l'aide d'un évaporateur rotatif, reprise 
quantitative par CHCI, évaporation à sec sous azote (N3), 
(e) reprise finale par 10041 CHCI - CHN (80: 20), 


= pour les (TDXa) 25 m! E,, 
(b) addition de 10 m! H,O a 5% KCI avant délipidation, 
(c) deshydratation par Na, SO, anhydre, 
(d) comme pour (F), 
(e) reprise finale par L25ul acetone. 


2. Chromatographie d'absorption sur minicolonnes (Irucksess et al, 1984 
modifiee par Lpples et al., 1986): 


e pour le (D): (a) 20 mi E3, 
(b) colonne conditionnée par 10 ml CAN - HO (90: 10), 
debit = 2 ml/mn. puis élution par 10 mi CGHiN - H,O 
(90: 10}. 
(c) déshydratation par partition contre 30 ml CHCl puis passage 
sur filtre separateur de phase, 
(d) comme pour (F), 
(e) reprise finale par 100 m! CHCI, - CIN (80: 20). 


e pour la (7): colonne précédente amenée à sec puis, 
(b) elution par 40 ml CLIC, - COH (95: 5), 
(d) déshydratation par passage sur fillre séparateur de phase, 
(d) comme pour (F), 
fe) reprise finale par 100ul Cl, - CaN (90: 10). 


La séparation et la quantification furent réalisées par Chromatographic 
Planaire Insirumentalisce sauf pour les (TD), révélés par leur activité 
dermonécrosante sur l'animal. 

Les dépôts (Sui) furent effectués sur des plaques de gel de silice 60 (20 x 
20 Merck, n° 5553) a l'aide de micropipettes 4 usage unique (Microcaps, 
Drummond). Du fait de la diversité des loxines recherchées et des metabolites 
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fongiques pouvant interférer lors du dosage, nous avons cu recours a des techni- 
ques de Chromatographie Planaire Multiséquentielle pour la separation. 


l. Migration Double Unidimensionnelle: 


Phase éluante t: toluene - acétate d'éthyle - acide formique (TEF) (60: 
30: 10) pour la (F} et la (7), à front perdu, puis séchage et développement dans 
Je mème sens dans la phase éluante 2. 


Phase éluante 2: butanol - acide acetigue -cau (80: 20: 20) pour la (F) 
ou chloreforme - éthanol (95: 5) pour la (7). 


2. Migration Double Antidirectionnelle: pour le (D) 


Les dépôts sont effectués à mi-hauteur de la plaque, puis soumis a un 
développement dans la phase éluante 1 à front perdu. Apres séchage el coupure 
à 2cm au-dessus du Rf de Ja toxine, la plaque est retournée (180°) et placee 
dans le mélange suivant: CHCl, - MeOFF (90: 10) pour ta séparation finale. 


La quantification fut cflectuee par spectroftuorodensitomeuie (Shimadzu 
CS 930) après avoir déterminé la longueur d'onde maximale (2 max) d'exci- 
tation en fluorescence sans derivation postchromatographique pour la (F) ou 
apres derivation pour le {D) par pulsérisation de chlorure d'aluminium (AIC1,) a 
20% suivi d'un chauffage à 110° pendant 10 mn (Kamimura et al., 1981). Pour 
la (Z) ta 2 max d'absorption apres application de benzidine (Nlalaiyandi et al. 
1976) par pulverisation fut déterminée. 


Seuls les (TD) furent détectés par la voie biologique: Sul d'extrait purifie 
et concentre (F, - 11) - e) furent déposés sur la peau d'une jeunc ratte {100 - 
1S0g} Les éventuelles lésions basees sur l'action irritante et necrosante des 
trichothecenes sont observées au 3eme cl Sème jour (l.e Bars & Le Bars, 1991). 


RÉSULTATS 
1. Méthode analstique 


L'ensemble des techniques retenues (mélange de solvants, sequences de 
developpement, ..) ont permis la separation des différentes mycoloxines 
recherchées: cette dernière fut validée, pour chaque plaque, par la methode des 
ajouts. Les performances quantitatives de ces techniques sont résumées dans le 
tableau |. 


2. Distribution du potentiel toxinogenc 


La fusarochromanone ne fut détectée dans aucune des cullures. En ce 
qui concerne les autres mycotoxines, la fréquence des souches produclrices est 
rapporlec dans le tableau 2. 


Aucune des mycotoxines e.visagées dans cetle etude na pu etre mise en 
evidence dans les 2 souches s¢lectionnées pour la lutte biologique. 


| Fn ce qui concerne les autres souches, iselces de différentes denrées, la 
zearalénone, le déoxynivalénol et les autres lrichothècènes (UCD) ont ete déteclés. 
Certaines souches peuvent claborer simultanément plusieurs toxines. Pour une 
toxine donnée, l'intensité de Ja production est très variable en fonction des sou- 
ches. La distribution du potentiel loxinogène, pour la zéaralénone et le 
déoxynivalenol, est représentée dans les figures | et 2 après constitution de clas- 
ses sclon une échelle logarithmique (Le Bars & Le Bars, 1991). Les productions 
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tusarochromanone | décxynivalénol | zearalenone 


longueur d'onde maximale 
. dexcitation pour la fluorescence 385 nm 330 am apres 
ax. fluorescence pluversaton 
CES ) d'AICI3 20% 
. d'absorption pee ja 
(A max. absorption) er 
de benzidine 


seuil de détection 0.1 ng 
{detection limit} 

zone de linéarite de la réponse 

(relation quantite-aire} 01à6ng 10a180ng | 25 à 500 ng 
{response lineanty} 

taux de recouvrement apres 3 : A 

contamination volontaire 90 a 95% 83 à 91% 76 à 112% 
(recovery rate) 

limite de quantification {mg/kg = ppm) 0.005 
{quantification limit) 


Tableau t : Performances des techniques analytiques utilisées pour le dosage des 
mycotoxines en Chromatographie Planaire Instrumentalisée, 


Table 1: Performances of the analytical methods used for the mycotoxins quantification 
by Instrumental Thin Layer Chromatography. 


maximales furent respectivement 14500 et 100ug g pour la zéaralenone ct le 
deoxynivalenol. 


Les extraits de 10 souches présentérent une irritation significative sur la 
peau des animaux, mais sans provoquer une necrose nette et durable; c'est à 
dire que les concentrations estimées en unités dermonécrosantes (Le Bars & Le 
Bars, 1991) correspondaient à des concentrations inféricures 4 0,2 ppm en 
equivalent dermonccrosant de la toxine 12. 


DISCUSSION 


La fusarochromanone provoque des malformations osseuses, la 
yschondroplasie tibiale (Ice et al., 1985), et est fortement suspectée de pouvoir 
\cratogene. l.c test de toxinogenése mis en oeuvre a été validé grace à la culture 
d'une souche productrice(l). La technique de dosage mise au point présente un 


eE On 
(1) Aimablement fournie par MIROCIIA C.J., Université de St Paul, Minnesota, U.S.A. 
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| oms | 2 | o | | 20 | zon | 
(26/31) 4/31) (3/31) (2/31) (2/31) 
F. graminearum (84 13 9,7 6,5 6,5 
(14/22) (1/22) (2/22) 
F. culmorum 63,6 4,5 9 
Autres {3/20} (1/20) (0/20) (0/20) 
F. roseum 15 NO ND 
(43/73) i973} 110/73) {4/73} 
59 


157% 
l'ableau 2 : l‘réquence de souches de Fusarium elaborant une ou plusicurs mycotoxines (Z 
zearalenone; UW - deoxynivalénol; TO = trichothecenes dermonécrosants) 
() : nombre de souches productrices sur le nombre de souches examinees. 


12.3 


Table 2: Frequency of Fusarium strains producing one or several mycotoxins | Z = 
zearalenone, D = deoxynivalenol, TD = skin-necrotizing trichothecencs). () : 
number of the toxinogenic strains on the number of studied strains. 


taux de recouvrement supérieur el un seuil de déteclion équivalent a ceux 
rapportés par Krogh et al. en 1989; quant a la limite de quantification, elle est 
comparable à celle obtenue par Yu & Chu en 1991 lors du dosage par 
immunochromatographie. Sous reserve de la représentativilé des souches 
examinées, il s'avère que cetle loxine ne devrait pas conslituer un probleme aigu 
en France. Ces observations corroborent les travaux de Wu el al. (1990); en ef- 
let. sur 62 souches de Fusarium représentant 9 espèces de différentes régions du 
monde, seulement 3 isolats de F. cquiseti se sont averes producteurs de 
fusarochromanone. 


La zéaralenone provoque chez les animaux et principalement le pore, 
une perlurbation de la fonction de reproduction. La technique analytique mise 
en oeuvre permet d'atteindre une limite de quantification équivalente a celle 
recommandée [AFNOR et l'ISQ (International Standard Organization) (Ano- 
nyme, 1986), tout en s'afranchissant de l'emploi de la Chromatographie 
Bidimensionnelle el permettant ainsi la séparation et le dosage de plusieurs ex- 
traits sur la meme plaque. La fréquence des souches toxinogènes pour la 
zéaralénone dans les espèces F. graminearwn el F. culmorum, les plus 
fréquemment isolées a partir de céréales est importante (59%), elle est 
équivalente à celle résullant d'un: étude similaire (60%) effectuée en 1978 (Le 
Bars, 1982). Ou peut considérer que le Uers des souches, ayant produit plus de 
250 ug g dans ces conditions expérimentales, peut conduire à une contamination 
naturelle de céréales si les conditions de conservation permettent leur 
développement. 


Le déoxynivalénol, prénommé antérieurement ‘facteur de refus” ou 
“vomitoxine” perturbe principalement la fonction digestive. Les modifications 
apportées (traitement de l'extrait après ¢lution) a la technique de dosage du 
dcoxynivalenol (Eppley et al, 1986; Romer, 1986) ont permis une plus grande 
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Fréquence de souches productrices 
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Figure 1 : Répartition du potentiel loxinogène des souches de Fusarium pour la 
zéaralénone. 


Figure 1: Toxinogenic strength distribution of Fusarium strains for zearalenone. 
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Figure 2 : Répartition du potentiel toxinogene des souches de Fusarium pour le 
déoxynivalénol. 


Figure t: Toxigenic strength distribution of Fusarium strains for deoxynivalenot. 


souplesse d'ulilisation tout en conservant un taux de recouvrement ct une limite 
de quantitication équivalents. Le dosage du déoxynivalénol et de la zearalénone 
à partir d'un même extrait s'inscrit dans une démarche de multidétection, d'au- 
tant plus que ces 2 mycotoxines sont souvent associées en tant que contaminant 
naturel (Jemmali ct al., 1978; Mirocha et al., 1976; Tanaka et al., 1988). Parmi 
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les souches productrices, seulement 6,5% peuvent ere considérées comme 
présentant un risque récl. Cette fréquence est analogue a celle rapporlee par 
Ramakrishna et al. (1989) dans leur ètude sur 322 souches isolées de ble en 
Inde. 


la déteclion et la quantification des tricholhécènes par des méthodes 
physico-chimiques demeurant laboricuses (Gilbert, 1984: Scott, 1982; Scott & 
Kanhere, 1986), une estimation scmi-quantitative par le lest. de l'irritaion 
culanée est validée par la relation dose-reponse entre la quantite de 
trichothécèncs et l'intensité des lésions sur la peau de l'animal (Chung et al., 
1974: Fairhurst ct al., 1987; Hayes & Schiefer, 1979). En consequence, cette 
technique biologique permet de répondre à l'objectif fixe. Malgré une fréquence 
non négligeable (14%) de souches productrices d'une ou plusieurs molecules de 
cette famille, le risque de contamination des denrées à l'élal nalurel doit être res 
limité comple lenu des faibles concentralions oblenues dans des conditions opti- 
males de toxinogenese. 


Les principales toxines recherchées peuvent elre claborees par des sou- 
ches appartenant à différentes espèces, ce qui est en accord avec les travaux 
rapportés par lhrane (1989), il en résulte que la relation espèce-loxine est, com- 
me dans le genre Penicillium. moins troie que celle entre l'Aspergillus flavus ct 
les aflaloxines par exemple, En conséquence, la verilication de la non- 
loxinogenicite d'une souche de Fusarium doit prendre en comple les principales 
fusariotoxines, indépendamment de l'espèce. 


Il apparait logique que, pour des raisons de qualité et de sécurité ali- 
mentaires, des souches fongiques mycoloxinngènes ne soient pas dispersees vo- 
lontairement dans l'environnement. Mais cette disposition n'est pas prévue dans 
le classement des microorganismes proposé par l'European Federalion of 
Biotechnology (Anonyme, 1985); cette liste provisoire et evolulive presenle seu- 
lement “les espèces microbienne communément reconnues comme pathogènes 
pour | Homme” (AFNOR, 1990). 


D'autre part, ce type d'utilisation (lutle biologique) de microorganismes 
ne rentre pas non plus dans la classifivauon de [LS - FDA concernant les 
biotechnologies et les substances “generalement reconnues comme saines” 
(GRAS: “generally recognized as safe”) (Me Namara, 1987; Gibbs & Kahan, 
1986). 


En consequence, il devient urgent que les experts toxicologues s'accor- 
dent sur une stratégie, une méthodologie et des dispositions raisonnables, 
specifiques à l'uuilisation de souches fongiques pour ta luite biologique. En effet, 
autant est-il logique de ne pas disperser dans l'environnement des souches for- 
tement productrices de mycoloxines connues, autant une Irop grande prudence 
condamnerait-elle toute innovation conslituant une alternative à [uulisakon de 
pesticides de synthese, fortement combattue par ailleurs. 
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